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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
CFU Colony forming unit – enote, ki tvorijo kolonije 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
GRAS Generally recognized as safe – splošno priznan kot varen 
LB Luria-Bertani 
ML Marker less – brez markerja 
OD650 Optična gostota izmerjena pri 650 nm 
RNA Ribonukleinska kislina  
 
1 
Marin T. Regulacija kompetence za prenos DNA v biofilmih bakterije Bacillus subtilis. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
1 UVOD 
Vrsto Bacillus subtilis uvrščamo med po Gramu pozitivne sporogene bakterije, ki imajo status 
GRAS (Generally recognized as safe – splošno priznan kot varen) (de Boer in Diderichsen, 
1991). Njihov običajen habitat so tla, kjer so izpostavljene različnim dejavnikom, ki bodisi 
pozitivno ali negativno vplivajo na njihovo rast. Za prilagajanje okolju so predstavniki vrste B. 
subtilis razvili različne strategije preživetja (Hamoen in sod., 2003). Sposobne so diferenciacije 
v različne subpopulacije fenotipsko različnih a genetsko identičnih celic, kot so običkane celice, 
kompetentne celice, producentke surfaktina, producentke zunajceličnega matriksa (Vlamakis in 
sod., 2008), toksičnih peptidov, ki ubijejo občutljive celice, encimov, ki sprostijo težje dostopna 
hranila iz alternativnih virov, in bodoče spore (Lopez in Kolter, 2010; Shank in Kolter, 2011). 
K diferenciaciji v subpopulacije ključno prispevajo različni zunajcelični signali (Magnuson in 
sod., 1994; Kunst in Rapoport, 1995; Branda in sod., 2001; Gonzalez-Pastor in sod., 2003; 
Lopez in sod., 2009a;, 2009b) in regulatorji Spo0A, DegU in ComA, ki uravnavajo naštete 
fenotipe in katerih distribucija v populaciji je neenakomerna (Hamoen in sod., 2003; Fujita in 
sod., 2005; Kobayashi, 2007; Verhamme in sod., 2007). 
 
Razvoj kompetence za transformacijo, ki je tematika te magistrske naloge, je fiziološko stanje 
bakterij, ki omogoča, da te v svoj genom prevzamejo in vgradijo zunajcelično DNA. Na tak 
način se v bakterijski populaciji povečuje genetska variabilnost (Dubnau, 1991a, 1999). Za 
razvoj kompetence je nujen sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA (Tran in sod., 2000; 
Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002; Hamoen in sod., 2003). Zaznavanje kvoruma se 
začne s kopičenjem zunajceličnega signala ComX v eksponentni fazi rasti (Magnuson in sod., 
1994; Solomon in sod., 1995, 1996). Preden se ComX izloči iz celice, ga reže in modificira 
ComQ, kar je nujno za pravilno delovanje signala ComX (Magnuson in sod., 1994; Tortosa in 
Dubnau, 1999; Ansaldi in sod., 2002; Schneider in sod., 2002). Ko je koncentracija ComX zunaj 
celic dovolj velika, se ta veže na membranski protein ComP (Weinrauch in sod., 1990), kar 
sproži fosforilacijo in s tem aktivacijo ComA, ki regulira prepis operona srfA (van Sinderen in 
sod., 1990; Nakano in sod., 1991; Roggiani in Dubnau, 1993). Znotraj omenjenega operona se 
nahaja tudi gen comS, ki je ključen za nadaljnjo aktivacijo kompetenčnih genov in razvoj 
kompetence (Hamoen in sod., 2003). 
 
Signalni peptid ComX inducira razvoj kompetece pri bakteriji B. subtilis, ko doseže mejno 
koncentracijo, ta pa se viša s številom celic v kulturi. Razvoj kompetence običajno ovrednotimo 
z dodajanjem DNA v kulturo, ki je dosegla stacionarno fazo. Manj razumemo dinamiko 
izmenjave DNA in vpliv ComX v kokulturah dveh sevov, kjer v kulturo ne dodamo DNA, 
temveč ta izvira iz obeh sevov. Poleg tega so Oslizlo in sod (2014) poročali, da signal ComX, 
ki ga proizvaja divji tip in je skupno dobro ter inducira transkripcijo operona srfA in sintezo 
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surfaktina pri sosednjih celicah, tako nadomesti manjkajoči signal pri signalni mutanti, ki raste 
z njim v stresani kokulturi. Presenetljivo pa je bilo, da je bila indukcija surfaktinskega operona 
pri signalni mutanti čezmerna in da je povzročila opazen upad fitnesa pri mutanti. Zato nas je 
zanimalo, ali se bo drugače pripravljena signalna mutanta (brez vstavljanja gena za antibiotsko 
odpornost) odzivala na enak način kot mutanta s kanamicinsko odpornostjo, vstavljeno v gen 
comQ. Poleg tega je znanje o izmenjavi DNA med različnimi sevi bakterije B. subtilis in o 
vplivu načina rasti (planktonska stresana kokultura ali statična kokultura) na izmenjavo DNA 
izredno pomanjkljivo. Do zdaj so razvoj kompetence pri B. subtilis preučevali predvsem v 
stresanih kulturah (Dubnau, 1991b) in pri nekaterih laboratorijskih sevih B. subtilis (Miras in 
Dubnau, 2016).  
 
Sinteza signala ComX in odziv nanj negativno vplivata na direktni fitnes bakterije, saj mora 
celica vložiti energijo v sintezo signala in odgovor nanj. Kljub temu pa imata izločanje in odziv 
na signal ugoden vpliv na celotno populacijo (tudi na slepe in negativne mutante) in se 
kooperativno vedenje kljub dovzetnosti za izkoriščanje ohranja (Brown in Johnstone, 2001; 
West in sod., 2006; Diggle in sod., 2007a, 2007b). Bakterije vrste B. subtilis to rešujejo tako, da 
ločujejo med bolj in manj sorodnimi sevi oz. roji. Visokosorodni roji se zlijejo v skupen roj, 
medtem ko manj sorodni roji na stiku tvorijo mejno linijo, na kateri je opaziti večje število 
liziranih celic. Za zlitje dveh rojev je nujno, da sta oba seva iz istega ekotipa, saj B. subtilis za 
sorodstveno diskriminacijo uporablja več lokusov, poleg tega pa izloča tudi molekule za napad 
in obrambo, ki omogočajo, da ni potrebnega neposrednega stika med nesorodnima sevoma. 
Učinkovita sorodstvena diskriminacija pomeni nižjo verjetnost pojavljanja goljufov (Štefanič in 
sod., 2015; Lyons in sod., 2016). 
 
1.1 CILJI NALOGE 
- Primerjati frekvenco transformacije divjega tipa, signalne mutante z odpornostjo na 
kanamicin in signalne mutante, ki ima gen comQ inaktiviran brez vstavljene antibiotske 
odpornosti (t. i. markerless tehnologija), ob dodatku signala ComX. 
- Primerjati frekvenco transformacije in frekvenco izmenjave DNA v stresani in statični 
kulturi. 
- Primerjati frekvenco izmenjave DNA v stresani in statični kokulturi dveh manj sorodnih 
sevov. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- Frekvenca transformacije signalnih mutant bo ob dodatku signala ComX ne glede na tip 
mutacije v comQ podobna frekvenci transformacije divjega tipa. 
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- Frekvenca izmenjave DNA v kokulturi signalnih mutant brez markerja bo ob dodatku 
signala ComX ali prisotnosti divjega tipa enaka frekvenci izmenjave DNA pri divjem 
tipu. 
- Frekvenca transformacije in izmenjave DNA bosta višji v statični kulturi kot v stresani. 
- Frekvenca izmenjave DNA bo višja v statični kulturi ne glede na sorodnost med sevi. 
  
4 
Marin T. Regulacija kompetence za prenos DNA v biofilmih bakterije Bacillus subtilis. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 KOOPERATIVNO VEDENJE IN ZAZNAVANJE KVORUMA BAKTERIJE Bacillus 
subtilis 
Bakterijske združbe se morajo na okolje nenehno prilagajati, saj se to spreminja, zato so razvile 
sisteme, ki jim omogočajo spremljanje stanja v okolici. Signali so bodisi okoljske spremembe, 
ki jih celica zazna, ali pa gre za majhne molekule, ki jih izločajo sosednje celice. Če celice 
proizvajajo in se odzivajo na lastne signalne molekule, govorimo o zaznavanju kvoruma 
(Camilli in Bassler, 2006; Lopez in Kolter, 2010).  
 
Produciranje, izločanje in medsebojna delitev različnih molekul je oblika kooperativnega 
vedenja bakterij. Molekule oz. signale imenujemo javne dobrine, saj si jih celice med seboj 
delijo in imajo lahko takojšen ugoden vpliv na celotno populacijo, na dolgi rok pa lahko nekateri 
signali zagotovijo preživetje populacije (Diggle in sod., 2007a). Javne dobrine so zelo raznolike. 
Lahko so zunajcelični encimi (Diggle in sod., 2007a), antibiotiki, biosurfakanti (Bais in sod., 
2004) ali zunajcelični polimeri (Harrison in Buckling, 2009). Sinteza in sekrecija javnih dobrin 
sta regulirani z mehanizmom za zaznavanje kvoruma, ki je v bakterijskem svetu zelo razširjen. 
Zaznavanje kvoruma koordinira sintezo javnih dobrin v odvisnosti od gostote celic na nivoju 
populacije (Miller in Bassler, 2001; Waters in Bassler, 2005). Uravnavanje sinteze javnih dobrin 
z zaznavanjem kvoruma daje bakterijam prednost, saj se začnejo javne dobrine sintetizirati šele, 
ko je število celic zadosti visoko, da postanejo javne dobrine zares koristne (Schluter in sod., 
2016). 
 
Bakterije z zaznavanjem kvoruma producirajo in v okolico izločajo signalne molekule. 
Koncentracija signala raste v odvisnosti od celične gostote. Signal se akumulira zunaj celic in 
ko koncentracija doseže prag zaznave, se bakterije nanj odzivajo s spremembo izražanja genov. 
Takšen sistem signaliziranja uravnava izražanje genov na nivoju celotne populacije, zato bi 
lahko na populacijo bakterij gledali kot na večcelični organizem (Waters in Bassler, 2005). Pri 
po Gramu pozitivnih bakterijah so signalne molekule običajno manjši peptidi, ki nastanejo iz 
oligopeptidnih prekurzorjev (Kleerebezem in sod., 1997; Lazazzera in Grossman, 1998; Miller 
in Bassler, 2001; Waters in Bassler, 2005). Signalni peptidi so spremenjeni na post-
translacijskem nivoju in so pogosto modificirani, preden jih bakterijske celice izločijo v okolje. 
Koncentracija signala narašča z gostoto celic, in ko je dosežena kritična meja, histidinska kinaza 
detektira signal. Nato se sproži fosforilacijska kaskada, ki vpliva na izražanje tarčnih genov 
(Kleerebezem in sod., 1997; Miller in Bassler, 2001). Takšno obliko zaznave in prenosa signala 
imenujemo dvokomponentni sistem. Histidinska kinaza je protein z dvema domenama. Ena 
izmed domen je senzor, ki prepozna signal v okolici celice. V notranjosti celice se nahaja 
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histidinska fosfotransferazna domena, ki ob zaznavi signala avtofosforilira histidinski rep. 
Fosfatna skupina se nato prenese na aspartatni rep regulatorja odziva, ki v večini primerov 
aktivira transkripcijo specifičnih genov (Fabret in sod., 1999). 
 
Bakterije vrste B. subtilis so sposobne diferenciacije v več subpopulacij fenotipsko različnih, a 
genetsko identičnih celic. Specializirane subpopulacije celic producirajo in se odzivajo na 
različne signale in opravljajo različne funkcije v celotni skupnosti (Lopez in Kolter, 2010; Lyons 
in Kolter, 2015). Diferenciacija celic v različne subpopulacije je posledica bistabilnosti, saj 
celice različnih subpopulacij izražajo različne gene. Bistabilnost se pojavi v populacijah 
genetsko identičnih celic, ki rastejo v homogenem, skupnem okolju, kjer ena supopulacija gen 
izraža stabilno, druga pa ga stabilno ne izraža. Vzrok za razvoj bistabilnosti je še vedno vroča 
tematika raziskav; trenutno prevladuje mnenje, da je bistabilnost posledica prirojenega šuma na 
nivoju transkripcije genov in pripadajočih povratnih regulatornih zank. Šum transkripcije je še 
posebej izrazit pri šibkih promotorjih in stohastična razporeditev produkta gena je izrazitejša, 
če je transkripcija šibka, translacija pa učinkovita. V tem primeru je produkt gena naključno 
razporejen v populaciji: ena celica ima več molekul tega proteina kot druga. Bistabilnost pa nato 
sprožijo dodatne regulatorne povratne zanke (Dubnau in Losick, 2006). 
 
B. subtilis je sposoben diferenciacije v kompetentne celice, ki so sposobne privzema DNA iz 
okolja (Hamoen in sod., 2003) in v spore, ki so odporne na okoljski stres (Piggot in Hilbert, 
2004). Poleg tega lahko del populacije izloča toksine, ki pobijejo celice, ki še niso začele 
sporulacije, in na tak način zagotovi hrano tistim, ki ostanejo, da lahko dokončajo sporulacijo 
(Gonzalez-Pastor in sod., 2003). Pri formiranju biofilmov opazimo subpopulacijo celic, ki 
proizvajajo zunajcelični matriks (Chai in sod., 2008), heterogenost populacije pa je zaznavna že 
v eksponentni fazi rasti, kjer lahko vidimo, da je biček prisoten le pri delu celic (Kearns in 
Losick, 2005). 
 
2.2 SISTEM ComQXPA IN RAZVOJ KOMPETENCE 
Razvoj kompetence pri bakteriji B. subtilis je proces celične diferenciacije, pri čemer celice 
postanejo naravno transformabilne oz. sposobne privzema DNA iz okolice (Dubnau, 1991a; 
Hamoen in sod., 2003). Genetska kaskada za razvoj kompetence je zapisana v genomu B. 
subtilis in se začne enako kot pot za sintezo surfaktina. Vse celice, ki producirajo surfaktin, 
imajo sposobnost postati kompetentne, kompetenca pa se dejansko razvije le pri majhni 
subpopulaciji celic. Delež celic, ki postanejo kompetentne, je odvisen od seva in okoljskih 
pogojev (Lopez in Kolter, 2010).  
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Za razvoj kompetence je odgovoren sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA (Tran in sod., 
2000; Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002; Hamoen in sod., 2003), ki je sestavljen iz 
štirih proteinov: izoprenil transferaze ComQ, signalnega peptida ComX (Weinrauch in sod., 
1991; Magnuson in sod., 1994; Schneider in sod., 2002), histidinske kinaze ComP in 
transkripcijskega regulatorja ComA (Weinrauch in sod., 1990; Roggiani in Dubnau, 1993). 
Aktivacija kompetence se začne s kopičenjem zunajceličnega signala ComX v eksponentni fazi 
rasti (Magnuson in sod., 1994; Solomon in sod., 1995, 1996). Ta nastaja kot prepeptid dolg, 55 
aminokislin. Preden se ComX izloči iz celice, ga proteolitično procesira in modificira 
izoprenilna transferaza ComQ, da nastane 5 do 10 aminokislin dolg peptid z dodano izoprensko 
enoto na triptofanskem ostanku. Za pravilno delovanje je modifikacija ComX nujna (Magnuson 
in sod., 1994; Tortosa in Dubnau, 1999; Ansaldi in sod., 2002; Schneider in sod., 2002). Ko 
izločeni ComX doseže mejno koncentracijo, ga zazna histidinska kinaza ComP, ki se nahaja v 
celični membrani. Na zunanji strani membrane se nahaja vezavno mesto za signal ComX, na 
notranji strani pa se nahajata histidin kinazna domena in domena za vezavo ATP. ComP se na 
signal odzove z avtofosforilacijo, fosfatna skupina pa se nato prenese naprej na transkripcijski 
regulator ComA (Weinrauch in sod., 1990, Roggiani in Dubnau, 1993), ki direktno regulira 
prepis več genov (Comella in Grossman, 2005; Ogura in sod., 2001), med drugim tudi operona 
srfA, s čimer se začne neribosomalna sinteza lipopeptidnega antibiotika surfaktina (van Sinderen 
in sod., 1990; Nakano in sod., 1991; Roggiani in Dubnau, 1993). 
 
Zaradi svoje amfifilne strukture je surfaktin eden najučinkovitejših biosurfaktantov. Sestavljen 
je iz dveh delov, in sicer polarne glave, ki vsebuje aminokisline, in nepolarne verige iz maščobne 
kisline (Carillo in sod., 2003; Zhao in sod., 2017). Poleg tega, da kot biosurfaktant zmanjšuje 
površinsko napetost, deluje tudi antibakterijsko (Carillo in sod., 2003), protitumorno (Kameda 
in sod., 1974) in protivirusno, sposoben pa je tudi lizirati eritrocite (Kracht in sod., 1999). Ker 
ga sintetizira le del populacije celic in vpliva tudi na tiste celice, ki ga ne sintetizirajo, ga lahko 
štejemo za javno dobrino. Za razvoj kompetence sinteza surfaktina ni obvezna, nujen je le prepis 
manjšega peptida ComS, ki se nahaja na istem operonu. Peptid ComS sprosti glavni regulator 
kompetence ComK iz inhibitornega proteolitskega kompleksa, ki prek pozitivne povratne zanke 
regulira lastno izražanje in izražanje genov pozne kompetence (van Sinderen in Venema, 1994; 
Hahn in sod., 1996; Hamoen in sod., 2003; Lopez in Kolter, 2010). Sinteza surfaktina in razvoj 
kompetence sta dva adaptivna procesa, ki jih B. subtilis med drugim regulira tudi s ComQXPA 
sistemom za zaznavanje kvoruma. Surfaktin kot biosurfaktant predstavlja selektivno prednost 
za B. subtilis, saj odstrani nasprotnike, litična funkcija surfaktina pa poskrbi za lizo 
mikroorganizmov oz. bakterij, pri čemer se sprosti DNA, ki jo lahko v svoj genom vgradi B. 
subtilis (Hamoen in sod., 1995, 2003). Surfaktin tudi omogoča bakteriji rojenje po površini in 
regulira sintezo matriksa pri B. subtilis 3610 (Lopez, 2009a). 
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2.2.1 Polimorfizem in specifičnost lokusa za zaznavanje kvoruma 
Filogenetska analiza sekvenc esencialnega gena gyrA (A podenota DNA giraze) sevov B. 
subtilis, ki so bili izolirani iz vzorca z rečnega nabrežja, in sevov B. subtilis iz puščave je 
pokazala, da se sevi razdelijo v dva klastra. Nukleotidno zaporedje gena gyrA je zelo ohranjeno, 
med obema klastroma je podobnost na nivoju nukleotidov 92–95 %. Poleg tega je identičnost 
nukleotidnih sekvenc znotraj enega klastra, ki vsebuje vse seve z rečnega nabrežja in nekaj 
sevov iz puščave, med 98 in 100 % (Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Podobno so pokazali 
tudi Ansaldi in sod. (2002) pri trinajstih sevih B. subtilis za esencialna gena gyrA in rpoB (β 
podenota RNA polimeraze), kjer so ugotovili, da je ujemanje na ravni nukleotidov 97 %. V 
primerjavi z esencialnimi geni je lokus comQXPA visokopolimorfen. Polimorfizem lokusa se 
kaže v genih comQ, comX in 5' terminalnem delu gena comP. Sekvenci za histidin kinazno 
domeno comP in comA pa sta bolj ohranjeni (Ansaldi in sod., 2002; Tran in sod., 2000; Tortosa 
in sod., 2001; Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Ansaldi in sod. (2002) so opazili, da je 
podobnost lokusa comQXPA trinajstih sevov na ravni nukleotidov približno 56 %. Štefanič in 
Mandić-Mulec (2009) pa sta primerjali sekvenco gena comQ med devetintridesetimi izolati B. 
subtilis z rečnega nabrežja in ugotovili 53- do 62-odstotno ujemanje na ravni nukleotidov. 
Čeprav so geni tako zelo polimorfni, jih na podlagi sekvenciranja in filogenetske analize lahko 
razvrstimo v štiri aktivacijske skupine oz. ferotipe. Skladnost omenjenih genov kaže na 
koevolucijo genov, iz česar lahko sklepamo, da se morajo skozi evolucijo interakcije med ComQ 
in pre-ComX ter ComX in 5' koncem ComP obdržati (Ansaldi in sod., 2002; Tortosa in sod., 
2001; Mandić-Mulec in sod., 2003; Štefanič in sod., 2012).  
 
Poleg polimorfizma so pri sekvenciranju genov comQ, comX in comP ugotovili nižji delež parov 
GC kot pri esencialnih genih gyrA in rpoB. V lokusu za zaznavanje kvoruma je ta delež v 
povprečju znašal 29,48 % (Ansaldi in sod., 2002), v genu comQ 32,4 % (Štefanič in Mandić-
Mulec, 2009) pri esencialnih genih pa 41-42 % (Ansaldi in sod., 2002; Štefanič in Mandić-
Mulec, 2009). Iz tega lahko sklepamo, da je bil lokus za zaznavanje kvoruma pridobljen s 
horizontalnim prenosom. Sodeč po visoki polimorfnosti lokusa comQXPA, se je polimorfizem 
razširil šele v bakteriji Bacillus subtilis po horizontalnem prenosu (Ansaldi in sod., 2002; 
Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). 
 
Razdelitev sevov v različne ferotipe na podlagi nukleotidnih sekvenc lokusa comQXP pa 
korelira tudi s specifiko aktivacije oz. inhibicije omenjenega lokusa (Tran in sod., 2000; Tortosa 
in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002; Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Vendar pa ferotipi niso 
strogo zaprte skupine, saj se med različnimi ferotipi lahko aktivira sistem za zaznavanje 
kvoruma (Ansaldi in sod., 2002; Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Sevi istega ferotipa lahko 
med seboj delijo signale in inducirajo lokus comQXPA, medtem ko sevi, ki ne pripadajo istim 
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ferotiopm, med seboj ne morejo inducirati aktivacije (Tran in sod., 2000; Tortosa in sod., 2001; 
Ansaldi in sod., 2002; Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Čeprav je komunikacija s signalom 
ComX znotraj vrste tako omejena, pa so Štefanič in sod. (2012) ugotovili, da je mogoča tudi 
medvrstna komunikacija med B. subtilis in B. amyloliquefaciens, med B. subtilis in B. 
mojavensis ter med B. amyloliquefaciens in B. mojavensis. 
  
2.3 EVOLUCIJSKA STABILNOST SISTEMA ZA ZAZNAVANJE KVORUMA IN 
SORODSTVENA DISKRIMINACIJA 
Zaznavanje kvoruma je primer kooperativnega vedenja bakterij, ki je zelo dovzetno za 
izkoriščanje in pojav goljufov. Goljufi oz. izkoriščevalci zaznavanja kvoruma so mutante, ki 
signala bodisi ne producirajo (signal negativna mutanta) bodisi se nanj ne odzivajo (slepa 
mutanta) (Diggle in sod., 2007a). Takšne mutante imajo v določenih pogojih prednost pred 
divjim tipom, ki signal producira in se nanj odziva, kar povzroča pomisleke o evolucijski 
stabilnosti sistema za zaznavanje kvoruma (Wilder in sod., 2011). V naravnih populacijah 
psevdomonad sta prisotni obe mutanti, večji delež predstavlja slepa mutanta, saj z neodzivanjem 
na signal dodatno prihrani energijo (Schaber in sod., 2004; Sandoz in sod., 2007). Pri B. subtilis 
so slepe in signal negativne mutante v naravnih populacijah zelo redke, saj so do zdaj odkrili le 
eno signal negativno mutanto med več kot 60 izoliranimi sevi (Tortosa in sod., 2001; Ansaldi 
in sod., 2002; Štefanič in Mandić-Mulec, 2009; Štefanič in sod., 2012).  
 
Diggle in sod. (2007a) so raziskovali zaznavanje kvoruma pri bakteriji P. aeruginosa in 
ugotovili, da je rast obeh mutant v bogatem gojišču brez prisotnosti signala v primerjavi z divjim 
tipom hitrejša. Če pa so dodali signal, se je rast pri negativni mutanti znižala na raven divjega 
tipa, pri slepi mutanti pa razlike v rasti ni bilo zaznati. Ko pa so divji tip in mutanti gojili v 
gojišču, prirejenem za aktivacijo sistema za zaznavanje kvoruma, so ugotovili, da obe mutanti 
brez dodatka signala rasteta precej počasneje kot divji tip. Ob dodatku signala so opazili 
signifikantno povečanje rasti negativne mutante, pri slepi mutanti pa ni bilo bistvene razlike. 
Povišanje hitrosti rasti slepe mutante so dosegli z dodajanjem proteaze, ki je v tem primeru 
pomenila javno dobrino (Diggle in sod., 2007a).  
 
Oslizlo in sod. (2014) so ugotovili, da je signal negativna mutanta na dodan signal precej bolj 
občutljiva kot divji tip. Povečana občutljivost se kaže v povečani sintezi surfaktina, zaradi česar 
se zniža fitnes signal negativne mutante, ki je na ta lipopetid tudi bolj občutljiva. Delež mutant 
se v kokulturi z divjim tipom signifikantno zniža že po nekaj urah. Iz tega lahko sklepamo, da 
obstaja privatna regulatorna povezava med signaliziranjem in odzivom na signal, ki omeji in 
preprečuje razrast mutant (Oslizlo in sod., 2014). Bareia in sod. (2017) poročajo, da na povečano 
sintezo surfaktina v signal negativni mutanti vpliva kanamicinska kaseta, ki je vstavljena v gen 
9 
Marin T. Regulacija kompetence za prenos DNA v biofilmih bakterije Bacillus subtilis. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
comQ in ima polaren učinek ter poveča izražanje genov comX in comP. Več receptorja ComP v 
membrani bi ob prisotnem ComX lahko privedlo do večjega odziva na nivoju operona srfA.  
 
Zaznavanje kvoruma je opredeljeno kot koopeartivno vedenje. Sinteza signala in odziv nanj 
vplivata negativno na direktni fitnes bakterije, vendar to ugodno vpliva na celotno populacijo, a 
tudi na negativne in slepe mutante. Kljub dovzetnosti za izkoriščanje se sistem za zaznavanje 
kvoruma med evolucijo ohranja, najverjetneje zaradi prepoznavanja sorodnih celic (Brown in 
Johnstone, 2001; West in sod., 2006; Diggle in sod., 2007a, 2007b). Hamiltonova teorija o 
prepoznavanju sorodnikov nam odgovarja na vprašanje o evolucijski stabilnosti sodelovanja 
sorodnih bakterij. S tem, ko bakterije pomagajo sorodnim celicam, da se te razmnožijo, se 
njihovi geni posredno še naprej prenašajo v naslednje generacije. Hamilton je predpostavil, da 
se bo vedenje ohranilo v naslednjih generacijah, za kar pa mora biti cena vedenja manjša od 
produkta stopnje sorodnosti in koristi. Na osnovi tega naj bi bilo sodelovanje med sorodniki 
evolucijsko stabilnejše kot med manj sorodnimi bakterijami iste vrste (Hamilton, 1964; Keller 
in Surette, 2006; West in sod., 2006). 
 
2.3.1 Sorodstvena diskriminacija pri B. subtilisu 
Štefanič in sod. (2015) so ugotovili, da so sevi B. subtilis , ki so jih izolirali iz vzorca z rečnega 
nabrežja (Štefanič in Mandić-Mulec, 2009; Štefanič in sod., 2012) sposobni ločiti med bolj in 
manj sorodnimi roji. Visokosorodni roji se zlijejo v skupen roj, manj sorodni tvorijo ob stiku 
mejno linijo (Štefanič in sod., 2015). Tako so določili 12 kin skupin (skupin sorodnosti) med 39 
izolati. V eni kin skupini se nikoli nista nahajala dva seva različnega ekotipa in za zlitje je bila 
potrebna vsaj 99,5-odstotna identičnost na ravni nukleotidov štirih gospodinjskih genov. Sevi 
enega ekotipa so v 99,4 % identični na ravni celotnega genoma (Kopac in sod., 2014). B. subtilis 
za sorodstveno diskriminacijo uporablja več lokusov. Na liniji oz. na stiku dveh nesorodnih 
sevov je opaziti tudi večje število liziranih celic, kar nakazuje na to, da B. subtilis za ločevanje 
med sorodnimi in nesorodnimi sevi uporablja molekule, ki jih izloča za napad in obrambo. 
Kombinacija več lokusov in zaznavanje na daljavo pomeni manjšo možnost prepoznavanja 




S pojmom biofilmi označujemo na površino pritrjene strukturirane populacije celic, ki so med 
seboj povezane z zunajceličnim matriksom. Celice so zelo blizu druga drugi, kar med njimi 
spodbuja socialne interakcije (Vlamakis in sod., 2013; Dogša in sod., 2014a). Življenje bakterij 
v obliki biofilma je precej drugačno od življenja posamičnih celic, saj poleg socialnih in fizičnih 
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interakcij med celicami nanj vplivajo še lastnosti biofilma. Populacija v biofilmu namreč lahko 
razvije nove lastnosti in posebnosti, ki jih posamezne celice ne morejo razviti (Flemming in 
sod., 2016). Biofilmi so tako rekoč univerzalna ter ena najuspešnejših oblik življenja bakterij in 
jih najdemo povsod, tako na naravnih kot tudi umetnih površinah. Na njih je opravljenih veliko 
raziskav, saj predstavljajo zanimiv primer razvoja mikroorganizmov, poleg tega pa so lahko 
problematični predvsem v bolnišnicah in industriji (Vlamakis in sod., 2013; Flemming in sod., 
2016). Različni pogoji, ki jih ustvarimo v laboratoriju, vodijo k razvoju različnih oblik 
biofilmov. Najpogostejše oblike so kolonije, ki rastejo na faznem prehodu med zrakom in 
agarjem, ter plavajoči biofilmi oz. pelikli, ki rastejo na faznem prehodu med tekočino in zrakom, 
nekateri sevi pa tvorijo tudi potopljene, na dno pritrjene biofilme (Vlamakis in sod., 2013). 
 
V biofilmu se genetsko identične bakterijske celice diferencirajo v različne subpopulacije, ki 
izražajo različne gene, a kljub vsemu med seboj sodelujejo. Za nastanek biofilma so nujne 
celice, ki proizvajajo zunajcelični matriks (Vlamakis in sod., 2013). Regulacija sinteze matriksa 
je urejena prek signala ComX in surfaktina. Surfaktin izražajo le nekatere celice v celotni 
populaciji in raziskave so pokazale, da se celice, ki proizvajajo surfaktin, nanj ne odzivajo. Na 
drugi strani pa se celice, ki surfaktina ne sintetizirajo, nanj odzivajo tako, da začnejo proizvajati 
matriks. Celice, ki producirajo matriks, najverjetneje niso več občutljive na signal ComX in ne 
morejo začeti sinteze surfaktina (Lopez in sod., 2009b). Pred nastankom biofilma so celice 
gibljive, med razvojem biofilma pa spremenijo svojo morfologijo. Celice se povezujejo v dolge 
verige negibljivih celic, ki so med seboj in na površino povezane z zunajceličnim matriksom. 
Skupki celic se z rastjo biofilma povečujejo, struktura matriksa pa ohranja organiziranost in 
zaščito skupnosti. Poleg celic, ki proizvajajo matriks, so prisotne tudi običkane oz. gibljive 
celice in spore. Prisotnost in lokalizacija različnih celičnih tipov sta dinamični. Proces 
diferenciacije v biofilmu ni končen, saj se lahko ob spreminjanju okolja spremeni tudi izražanje 
genov (Vlamakis in sod., 2013). 
 
Struktura biofilma je odvisna od več dejavnikov: hidrodinamike, koncentracije hranil, 
gibljivosti bakterij, medcelične komunikacije, zunajceličnih polisaharidov in proteinov 
(Flemming in Wingender, 2010). Za biofilm je nujen zunajcelični matriks, ki celice drži skupaj. 
Matriks je sestavljen predvsem iz makromolekul: polisaharidov, proteinov in nukleinskih kislin, 
ki jih celice same sintetizirajo (Branda in sod., 2005; Chai in sod., 2008; Flemming in 
Wingender. 2010). Najpomembnejša komponenta zunajceličnega matriksa je eksopolisaharid. 
Za sintezo je odgovoren operon eps, ki vključuje 15 genov, od tega jih je le nekaj posamezno 
proučenih (Branda in sod., 2001, 2004; Vlamakis in sod., 2013). Ena pomembnejših komponent 
biofilma je tudi strukturni protein TasA, ki je tudi prvi opisani protein iz zunajceličnega matriksa 
(Branda in sod., 2006; Vlamakis in sod., 2013). Mutacije v operonu eps imajo na razvoj biofilma 
opaznejši učinek kot mutacija v genu za protein TasA. Eliminacija eksopolisaharida in TasA pa 
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je povzročila, da se biofilm ni razvil, iz česar gre sklepati, da sta ti komponenti najpomembnejši 
komponenti zunajceličnega matriksa (Branda in sod., 2006). 
 
V biofilmih se v primerjavi s stresanimi kulturami pojavljata višja odpornost in toleranca na 
antibiotike ter druga protimikrobna sredstva. Odpornost in toleranca sta vezani na povečanje 
sposobnosti preživetja organizma, ko je ta izpostavljen snovem, ki so zanj smrtne. Odpornost je 
v tem primeru genetska lastnost, ki se deduje, in je pridobljena bodisi z mutacijo ali izmenjavo 
genov ter ni odvisna od specifične oblike rasti. Toleranca pa je specifična za rast v obliki 
biofilma in se izgubi, če se celice razpršijo iz biofilma (Flemming in sod., 2016).  
 
Višja toleranca na protimikrobna sredstva v biofilmu je lahko posledica lastnosti matriksa, ki 
inaktivira oz. ujame protimikrobno sredstvo, ali pa posledica upočasnjene rasti bakterijskih 
celic. Zunajcelični matriks bi lahko predstavljal bariero za difuzijo protimikrobnih sredstev, 
vendar pa protimikrobna sredstva, ki ne reagirajo s komponentami matriksa, lahko difundirajo 
skozi biofilm, zaradi česar o biofilmu kot zadostni prepreki za delovanje protimikrobnih 
sredstev ne moremo govoriti. V biofilmih morajo poleg fizične ovire obstajati še drugi 
mehanizmi, ki otežijo oz. preprečijo delovanje protimikrobnih sredstev (Mah in O'Toole, 2001; 
Oubekka in sod., 2011; Flemming in sod., 2016).  
 
Na povišanje tolerance v biofilmih lahko vplivata tudi upočasnjena rast in dormantnost 
bakterijskih celic. V biofilmih se namreč nahaja veliko število celic v stacionarni fazi rasti. Te 
celice so na delovanje antibiotikov, katerih tarča delovanja je celični metabolizem, manj 
občutljive. S časom je v biofilmu vedno več celic v stacionarni fazi in nekateri antibiotiki kažejo 
zmanjšano protimikrobno delovanje na starejše biofilme (Mah in O'Toole, 2001; Flemming in 
sod., 2016). 
 
Na višjo odpornost biofilmov pa lahko vpliva tudi pridobitev genov za odpornost s 
horizontalnim prenosom. Visoka celična gostota, visoka genetska kompetenca in akumulacija 
genetskih elementov v biofilmu so faktorji, ki vplivajo na uspešen horizontalni prenos genov, 
med katerimi so tudi geni za odpornost na antibiotike (Flemming in sod., 2016). 
Toleranca biofilmov na antibiotike in druga protimikrobna sredstva je še posebej problematična 
v medicini. Biofilmi se lahko razvijejo na mnogih medicinskih implantatih, kot so katetri, 
umetni kolki in kontaktne leče, zaradi višje tolerance in odpornosti na protimikrobna sredstva 
je infekcijo mogoče odpraviti le z odstranitvijo implantata, kar je lahko za pacienta travmatično, 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Bakterijski sevi 
V magistrski nalogi so bili uporabljeni sevi bakterije Bacillus subtilis, ki so predstavljeni v 
Preglednici 1. 
 
Preglednica 1: V nalogi uporabljeni sevi 
Ime seva (zbirka sevov 
Katedre za 
mikrobiologijo) 
Starševski sev Genotip 
rekombinantnega seva 
Vir 
 B. subtilis PS-216 Divji tip (wt) Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
BM1498 B. subtilis PS-216 cotA::cm Dragoš, neobjavljeno 
BM1058 B. subtilis PS-216 skfA::sp Dragoš, neobjavljeno 
BM1345 B. subtilis PS-216 amyE::p43-CFP (Sp) Štefanič, neobjavljeno 
BM1328 B. subtilis PS-216 sacA::p43-YFP (Cm) Štefanič, neobjavljeno 
BM1099 B. subtilis PS-216 comGA-yfp (Cm) Danevčič, neobjavljeno 
BM1127 B. subtilis PS-216 ΔQ markerless Danevčič, neobjavljeno 
BM1400 B. subtilis PS-216 ΔQ::kan Oslizlo in sod., 2014 
BM1641 B. subtilis PS-216 ΔQ markerless cotA::cm To delo 
BM1640 B. subtilis PS-216 ΔQmarkerless skfA::sp To delo 
BM1348 B. subtilis PS-196 amyE::p43-CFP (Sp) Štefanič, neobjavljeno 
BM1332 B. subtilis PS-196 sacA::p43-YFP (Cm) Štefanič, neobjavljeno 
  
3.1.2 Kemikalije in reagenti 
V nalogi uporabljene kemikalije in reagenti: 
- (NH4)2SO4 (Merck, Nemčija), 
- ZnCl2 (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- etanol (20 %) (Itrij, Slovenija), 
- etanol (96 %) (Merck, Nemčija), 
- fenol, 
- glicerol (Kemika, Hrvaška), 
- glukoza (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- histidin (Fluka BioChemica, Švica), 
- izoamilni alkohol (Roth, Nemčija), 
- CaCl2 (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- KH2PO4 (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- K2HPO4 (Sigma-Aldrich, ZDA), 
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- kazeinski hidrolizat (BD (Difco), ZDA), 
- kloramfenikol (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- kloroform (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- kvasni ekstrakt (Biolife, Italija), 
- LB agar (Laboratories Conda, Španija), 
- LB broth (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- levcin (Merck, Nemčija), 
- MgCl2 x 6H2O (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- MgSO4 x 7H2O (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- MnCl2 (Merck, Nemčija), 
- metionin (Merck, Nemčija), 
- MOPS (Roth, Nemčija), 
- C6H5Na3O7 x 2H2O (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- natrijev glutamat (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- NaCl (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- Spektinomicin dihidroklorid pentahidrat (Thermo Fisher, Nemčija), 
- triptofan (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- FeCl2 (Acros organics, Belgija). 
 
3.1.3 Laboratorijski material 
V nalogi uporabljeni materiali: 
- avtomatske pipete (Brand, Nemčija; Eppendorf, Nemčija), 
- centrifugirke 50 ml (Isolab, Nemčija), 
- falkonke 15 ml (Isolab, Nemčija), 
- filtri, premer por 0,2 µm (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- mikrocentrifugirke 1,5 ml (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- mikrocentrifugirke 2,0 ml (Sigma-Aldrich, ZDA), 
- mikrotitrske plošče z 12 luknjami (Brand, Nemčija), 
- petrijevke, premer 70 mm (Golias labortehnika, Slovenija), 
- pipetni nastavki (Sarstedt, Nemčija), 
- sterilne plastične eze (Copan, Italija). 
 
3.1.4 Laboratorijske aparature 
V magistrski nalogi smo uporabili naslednje aparature: 
- avtoklav A-21 (Kambič, Slovenija), 
- brezprašna komora AHC-2D (ESCO, ZDA), 
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- centrifuga Centrifuge 5424 (Eppendorf, Nemčija), 
- centrifuga Sigma 3K30 (Labcare, Velika Britanija), 
- digestorij W90 (Waldner, Nemčija), 
- fotometer MA 9510 (Iskra, Slovenija), 
- magnetni mešalnik Rotamix 550 MMH (Tehtnica, Slovenija), 
- pipete (Brand, Nemčija; Eppendorf, Nemčija), 
- pH-meter inoLab (WTW, Nemčija), 
- stresalna kopel Julabo ShakeTemp SW22 (Julabo, Nemčija), 
- tehtnica Shinko Denshi AJH-4200 CE (Vibra, Japonska), 
- UV-VIS-spektrofotometer NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, ZDA), 
- vorteksno mešalo MS 3 digital (IKA, Nemčija). 
 
3.2 GOJIŠČA IN RAZTOPINE 
3.2.1 Antibiotiki 
Uporabljene antibiotike smo sterilno prefiltrirali skozi filter s premerom por 0,2 μm in jih 
prenesli v 2 ml mikrocentrifugirke ter jih do uporabe shranili pri −20 °C. Učinkovitost 
pripravljenih antibiotikov smo preverili z nacepljanjem seva, ki nima gena z zapisom za 
odpornost, na agarsko gojišče LB. Antibiotike smo v ustrezni koncentraciji dodali v še tekoče, 
a ohlajeno (50 °C) sterilno agarsko gojišče LB. 
 
Kloramfenikol (Cm): Zatehtali smo 0,1 g kloramfenikola (Sigma-Aldrich, ZDA) in ga raztopili 
v 10 ml 96 % etanola. Koncentracija založne raztopine kloramfenikola je bila 10 mg/ml. 
Koncentracija kloramfenikola v gojišču je bila 5 µg / ml. 
 
Spektinomicin (Sp): Zatehtali smo 0,61 g spektinomicina dihidroklorida pentahidrata (Thermo 
Fisher, Nemčija) in ga raztopili v 10 ml deinozirane vode. Koncentracija založne raztopine 
spektinomicina je bila 50 mg/ml. Koncentracija spektinomicina v gojišču je bila 100 5 µg / ml. 
 
3.2.2 Aminokisline 
Histidin (10 mg / ml): V 80 ml deionizirane vode smo raztopili 0,8 g histidina in avtoklavirali 
20 minut pri 110 °C.  
 
Levcin (10 mg / ml): V 80 ml deionizirane vode smo raztopili 0,8 g levcina in avtoklavirali 20 
minut pri 110 °C.  
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Metionin (10 mg / ml): V 80 ml deionizirane vode smo raztopili 0,8 g metionina in avtoklavirali 
20 minut pri 110 °C.  
 
Triptofan (10 mg / ml): V 50 ml deionizirane vode smo raztopili 0,5 g triptofana in sterilno 
prefiltrirali skozi filter s premerom por 0,2 μm. 
 
3.2.3 Raztopine in pufri 
Pufer SS 
KH2PO4   3 g 
K2HPO4   7 g 
(NH4)2SO4   1 g 
C6H5Na3O7 x 2H2O  0,5 g 
MgSO4 x 7H2O  0,1 g 
dH2O    do 500 ml 
Uravnali smo pH na 7,0 in raztopino avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. 
 
50 % raztopina glukoza 
Glukoza   40g 
dH2O    do 80 g 
Glukozo smo raztopili s segrevanjem in avtoklavirali 20 minut pri 110 °C. 
 
10 % raztopina kvasnega ekstrakta 
Kvasni ekstrakt  8 g 
dH2O    80 ml 
Kvasni ekstrakt smo raztopili in avtoklavirali 20 minut pri 110 °C. 
 
2 % raztopina kazeinskega hidrolizata 
Kazeinski hidrolizat  1,6 g 
dH2O    80 ml 
Kazeinski hidrolizat smo raztopili in avtoklavirali 20 minut pri 110 °C. 
 
1 M raztopina MgCl2 
MgCl2 x 6H2O  7,61 g 
dH2O    80 ml 
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Fiziološka raztopina 
NaCl    0,9 g 
dH2O    do 100 ml 
NaCl smo raztopili in avtoklavirali 15 min pri 121 °C. 
 
Založna raztopina mikroelementov za gojišče Msgg 
CaCl2    5,125 g (700 mM) 
MnCl2    0,315 g (50 mM) 
FeCl3    0,405 g (50 mM) 
ZnCl2    0,0068 g (1 mM) 
dH2O    do 50 ml 
Mikroelemente raztopimo in avtoklaviramo 15 minut pri 121 °C. Raztopino hranimo pri 4 °C. 
 
3.2.4 Gojišča 
Tekoče gojišče LB 
dH2O    200 ml 
bujon LB   8 g 
LB smo raztopili v vodi in avtoklavirali steklenico 15 min pri 121 °C. 
 
Agarsko gojišče LB 
dH2O    400 ml 
agar LB   14 g 
Agar LB smo raztopili v dH2O v 500 ml erlenmajerici in avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Po 
končanem avtoklaviranju smo erlenmajerico dali v vodno kopel na 55 °C in tam pustili 
minimalno 30 minut, da se je agar primerno ohladil. Gojišču smo po potrebi sterilno dodali 
ustrezne antibiotike, ga razlili v petrijevke (15 ml) in čez noč pustili na sobni temperaturi, da se 
je gojišče ohladilo in strdilo. Nalite petrijevke smo hranili v temi pri 4 °C. 
 
Gojišče za kompetenco (CM) 
Pufer SS     500 ml 
50 % raztopina glukoze   5 ml 
2 % raztopina kazeinskega hidrolizata 5 ml 
10 % raztopina kvasnega ekstrakta  5 ml 
Metionin (10 mg / ml)   2,5 ml 
Levcin (10 mg / ml)    2,5 ml 
Histidin (10 mg / ml)    2,5 ml 
MgCl2 (1 M)     1,25 ml 
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dH2O      700 ml 
MOPS      14,62 g (končna koncentracija 100 mM) 
Natrijev glutamat    3,5 g (končna koncentracija 0,5%) 
Kalijev fosfat     0,742 g (končna koncentracija 5 mM) 
Založna raztopina mikroelementov  0,7 ml 
Glicerol     3,5 g (končna koncentracija 2 mM) 
Gojišče smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.  
Po avtoklaviranju smo dodali še: 
Triptofan (10 mg / ml)   1,75 ml 
Tiamin (2 mM)    0,70 ml 
 
3.3 METODE 
3.3.1 Izolacija kromosomske DNA 
Izbrani sev B. subtilis smo nacepili v 3 mL tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom in ga 
čez noč gojili na 37 °C. Prekonočno kulturo smo 100 krat razredčili v svežem gojišču LB, ki 
smo mu dodali glukozo do končne koncentracije 1 %. Bakterije smo gojili s stresanjem na 37 
°C do pozne eksponentne faze rasti. Nato smo 1,5 mL kulture prenesli v mikrocentrifugirko in 
centrifugirali 5 minut pri 16000 x g. Odstranili smo supernatant in ponovno dodali 1,5 mL 
kulture ter jo centrifugirali 5 min pri 16000 x g (skupni volumen kulture, iz katere smo izolirali 
DNA, je tako znašal 3 mL). Supernatant smo previdno odstranili s pipeto, celice pa 
resuspendirali v 300 µL TES pufra (1/10 začetnega volumna kulture). Temu smo dodali lizocim 
do končne koncentracije 1 mg/mL (6 µL lizocima z začetno koncentracijo 50 mg/mL) in 
ribonukleazo Rnase A do končne koncentracije 60 µg/mL (4 µL ribonukleaze z začetno 
koncentracijo 5 mg/mL). To smo inkubirali 30 min pri 37 °C. Po inkubaciji smo dodali SDS do 
1-odstotne končne koncentracije (33 µL 10% raztopine SDS) in proteinazo K do končne 
koncentracije 120 µg/mL (2 µL proteinaze K z začetno koncentracijo 20 mg/mL) ter inkubirali 
čezo noč pri 50 °C. 
 
Naslednji dan smo dodali 200 µL fenola v digestoriju, potresli suspenzijo in 10 minut 
centrifugirali pri 16000 x g. Zgornjo fazo, v kateri je kromosomska DNA raztopljena v TES 
pufru, smo z odrezanim nastavkom za pipeto prenesli v novo mikrocentrifugirko. Temu smo 
dodali 200 µL mešanice kloroforma in izoamilnega alkohola v razmerju 24:1, potresli in 
ponovno centrifugirali 10 minut pri 16000 x g. Zgornjo fazo smo ponovno prenesli v novo 
mikrocentrifugirko in dodali 2,5 volumna hladnega (−20 °C) 96 % etanola. Mikrocentrifugirko 
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smo obračali, da smo pospešili obarjanje DNA, in nato centrifugirali nekaj sekund pri 16000 x 
g. Supernatant smo odstranili in dodali 500 uL hladnega etanola. Mikrocentrifugirko smo 
obračali in nato dvakrat centrifugirali po nekaj sekund pri 16000 x g, da smo odstranili ves 
supernatant. DNA smo posušili v odprti mikrocentrifugirki ob ognju. DNA smo raztopili v 100 
µL destilirane vode in z Nanodropom pomerili koncentracijo. Raztopljeni DNA smo dodali 900 
µL gojišča LB, da smo jo 10-krat redčili in sterilno prefiltrirali. Prefiltrirano DNA smo shranili 
pri 4 °C. 
 
3.3.2 Transformacija sevov Bacillus subtilis 
Seve B. subtilis smo čez noč gojili v 3 mL tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom pri 37 
°C in 200 vrt./min. Za preverjanje frekvence transformacije smo prekonočne kulture 100-krat 
razredčili v 10 mL gojišča Msgg oz. CM. Stresane kulture smo inkubirali v steklenih 
erlenmajericah s stranskim vratom v vodni kopeli pri 37 °C in 200 vrt./min, njihovo rast smo 
sočasno spremljali z merjenjem optične gostote vsako uro. Statične kulture smo gojili v 
petrijevkah premera 7 cm pri 37 °C. 
 
Frekvenco transformacije smo preverjali vsako uro prvih 6 ur rasti ter po 24 h rasti. Po 24 urah 
gojenja smo statične kulture morali sonicirati 3-krat po 10 sekund (gojišče Msgg) oz. 1-krat 10 
sekund (gojišče CM) pri amplitudi 15 µm. Soniciranje stresanih kultur ni bilo potrebno.  
 
Za preverjanje frekvence transformacije smo v sterilne epruvete prenesli po 500 µL kulture in 
ji dodali 37,5 ng kromosomske DNA (glej poglavje 3.3.1 Izolacija kromosomske DNA). 
Kontrolni skupini DNA nismo dodali. To smo inkubirali s stresanjem 30 min pri 37 °C. Po 
inkubaciji smo dodali 500 µL svežega gojišča LB in dodatno inkubirali s stresanjem 1 uro pri 
37 °C.  
 
100 µL transformacijske in kontrolne mešanice smo porabili za pripravo redčitvene vrste, da 
smo lahko določili celokupno število celic na agarskem gojišču LB. Za določitev števila 
transformiranih celic pa smo na agarsko gojišče z antibiotikom za selekcijo transformant nanesli 
10, 100 in 880 µL kulture. Plošče smo čez noč inkubirali pri 37 °C. Slika 1 prikazuje 
poenostavljeno transformacijo B. subtilis. 
 
Za transformacijo mutant, ki ne proizvajajo signala ComX (PS-216 ΔQ::kan in PS-216 ΔQ ML), 
smo za aktivacijo kompetence morali dodati signal ComX. Za to smo uporabili izrabljeno 
gojišče seva Escherichia coli ED367, kot je opisano v Spacapan in sod. (2018). V 10 mL gojišča 
CM smo ob inokulaciji dodali 500 µL omenjenega izrabljenega gojišča. 
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Frekvenco transformacije smo izračunali po formuli (1): 
 
Frekvenca transformacije =  
št.transformant/mL
CFU/mL
 … (1) 
 
Podvojitveni čas v eksponentni fazi rasti smo izračunali po formuli (2): 
 






 … (2) 
 
 
Slika 1: Shema transformacije 
 
3.3.3 Izmenjava DNA 
Seve B. subtilis smo čez noč gojili v 3mL tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom 
(spektinomicinom ali kloramfenikolom) s stresanjem pri 200 vrt./min pri 37 °C. Prekonočnim 
kulturam smo s spektrofotometrom pomerili absorbanco. 500 µL prekonočne kulture smo 
prenesli v sterilne mikrocentrifugirke in jo centrifugirali 5 min pri 10000 x g ter v celoti 
odstranili supernatant. Usedline celic smo nato resuspendirali v ustrezni količini fiziološke 
raztopine, da smo dobili enake optične gostote vseh prekonočnih kultur (optična gostota pri 650 
nm je znašala približno 1,0 a. u.). Naredili smo mešanice sevov v razmerju 1 : 1 in jo nacepili v 
gojišče CM ali MSgg.  
 
Stresane kulture smo gojili v 100 mL erlenmajericah s stranskim vratom. Vanje smo prenesli 10 
mL gojišča Msgg oz. CM in 100 µL mešanice sevov. Erlenmajerice smo stresali pri 200 vrt./min 
v vodni kopeli pri 37 °C in vsako uro 8 ur spremljali rast z merjenjem optične gostote.  
Celica brez odpornosti 
na antibiotik 
eDNA z antibiotsko 
odpornostjo 
Na antibiotik odporna 
celica 
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Za gojenje statičnih kultur smo uporabili mikrotitrske plošče z 12 luknjami, kamor smo 
odpipetirali po 4 mL gojišča Msgg oz. CM in 40 µL mešanice sevov. Mikrotitrske plošče smo 
inkubirali pri 37 °C. Pred preverjanjem izmenjave DNA po 16 in 24 urah rasti smo statične 
kulture sonicirali 3-krat po 10 sekund (gojišče Msgg) ali 1-krat 10 sekund (gojišče CM). 
 
Za kontrolo so nam služili isti sevi, ki smo jih gojili v monokulturah. Frekvenco izmenjave DNA 
v stresanih in statičnih kulturah smo preverjali po 2, 4, 6, 16 in 24 urah gojenja. Za določanje 
skupnega števila celic smo uporabili agarsko gojišče LB bodisi z dodatkom spektinomicina ali 
kloramfenikola, da smo lahko ovrednotili, kakšno je razmerje med sevoma po določenem času 
gojenja. Za določitev stopnje izmenjave DNA smo na agarsko gojišče LB z obema 
antibiotikoma (spektinomicin in kloramfenikol) nanesli tri tehnične ponovitve po 100 µL 
neredčene in redčene mešane kulture (redčitve: 10-1, 10-2, 10-3). Agarske plošče smo 24 ur 
inkubirali pri 37 °C ter nato prešteli kolonije. Iz skupnega števila celic in števila transformant 
smo izračunali stopnjo izmenjave DNA med sevoma. Na Sliki 2 je predstavljena poenostavljena 
shema izmenjave DNA. 
 
Za preverjanje izmenjave DNA med sevoma, ki ne proizvajata signala ComX (PS-216 ΔQ ML 
cotA in PS-216 ΔQ ML skfA), smo morali dodati ComX. Tega smo pridobili iz izrabljenega 
gojišča seva E. coli ED367, ki je bilo narejeno po metodi Spacapan in sod. (2018). 
 
Izračun skupnega števila celic po formuli (3): 
 
CFU / ml = CFU(Sp)/ ml + CFU(Cm)/ ml … (3) 
 
CFU (Sp) je skupno število kolonij seva, odpornega na spektinomicin. CFU (Cm) je skupno 
število kolonij seva, odpornega na kloramfenikol. Pri izmenjavi DNA smo uporabili seve, ki so 
nosili zapis za različne antibiotike, vgrajene v različna lokusa genoma. Predpostavili smo, da bo 
po izmenjavi DNA transformanta nosila zapis za obe odpornosti na antibiotike (Slika 2). Gen 
za odpornost na antibiotik je bil vključen v enega od naštetih lokusov (amyE, skfA, sacA ali 
cotA), ki ne vplivajo na razvoj kompetence. Uporabili smo nabor rekombinatnih sevov, ki so 
opisani v Preglednici 1. Frekvenco izmenjave DNA smo izračunali po formuli (1). 
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Celica, odporna na 
spektinomicin 
Celica, odporna na 
kloramfenikol 
Celica, odporna na oba 
antibiotika 
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4 REZULTATI 
4.1 VPLIV ComX NA STOPNJO TRANSFORMACIJE IN IZMENJAVE DNA 
4.1.1 Vpliv ComX na stopnjo transformacije 
Za preučevanje vpliva na stopnjo transformacije smo uporabili seve PS-216 wt (divji tip), PS-
216 ΔQ markerless (v nadaljevanju PS-216 ΔQ ML) in PS-216 ΔQ::kan, ki ima v comQ 
vgrajeno kaseto za odpornost na kanamicin. Rast smo spremljali z merjenjem optične gostote 
pri 650 nm v stresanih kulturah posameznih sevov, pri čemer smo mutantam, ki ne proizvajata 
ComX zaradi odsotnosti ComQ, v gojišče dodali ComX. Seve smo gojili v gojišču CM. Kulture 
smo stresali.  
 
 
Slika 3: Frekvence transformacije in rastne krivulje sevov PS-216 wt, PS-216 ΔQ ML in PS-216 ΔQ::kan. Stolpci 
predstavljajo frekvenco transformacije, črte pa rastne krivulje. Frekvenco transformacije in merjenje OD pri 650 
nm smo preverjali v treh bioloških ponovitvah, intervali zaupanja predstavljajo standardno napako. 
 
Iz rastnih krivulj (Slika 3) vidimo, da je hitrost rasti pri sevih PS-216 wt in PS-216 ΔQ ML 







































PS-216 wt PS-216 ΔQ ML PS-216 ΔQ::kan
PS-216 wt (OD650) PS-216 ΔQ ML (OD650) PS-216 ΔQ::kan (OD650)
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Preglednici 2, in iz Slike 3 sklepamo na nekoliko počasnejšo rast seva PS-216 ΔQ::kan v 
primerjavi s sevoma PS-216 wt in PS-216 ΔQ ML. Rastna krivulja mutante s kanamicinom je 
pomaknjena v desno, podvojitveni čas pa je daljši. 
 
Preglednica 2: Podvojitveni časi [min] pri sevih PS-216 wt, PS-216 ΔQ ML in PS-216 ΔQ::kan, preračunani iz 
eksponentne faze rasti med 3. in 4. uro rasti. Podvojitveni časi so izračunani iz treh bioloških ponovitev, napaka je 
standardna napaka. 
Sev PS-216 wt PS-216 ΔQ ML PS-216 ΔQ::kan 
Podvojitveni čas [min] 52,2 ± 10 42,6 ± 2 69,3 ± 1 
 
Frekvenco transformacije smo merili po 4, 6 in 8 urah rasti in tudi tukaj vidimo, da sev PS-216 
ΔQ::kan po frekvenci transformacije precej odstopa od PS-216 wt in PS-216 ΔQ ML, katerih 
frekvenca transformacije je statistično podobna v prisotnosti signala ComX. Kanamicinska 
mutanta se odzove močneje in je občutljivejša na dodan ComX, kar se kaže v značilno višji 
frekvenci transformacije kot pri PS-216 wt in PS-216 ΔQ ML.  
 
4.1.2 Vpliv ComX na izmenjavo DNA v kokulturi 
Za proučevanje vpliva zaznavanja kvoruma na izmenjavo DNA med sevi smo uporabili seve 
PS-216 ΔcotA (A), PS-216 ΔskfA (B), PS-216 ΔQ ML ΔcotA (C) in PS-216 ΔQ ML ΔskfA (D) 
(glej Materiali in metode, poglavje 3.1.1), uporabljeni sevi so predstavljeni v Preglednici 3.  
 
Preglednica 3: Oznaka seva in ime seva 
Sev genotip Oznaka v eksperimentu 
PS-216 cotA::cm A 
PS-216 skfA::sp B 
PS-216 ΔQ ML cotA::cm C 
PS-216 ΔQ ML skfA::sp D 
 
Uporabljene seve smo združili v različne kombinacije, kot je prikazano v Preglednici 4. 
Izmenjavo DNA smo merili po 8 urah rasti v stresani kulturi. 
 
Preglednica 4: Uporabljene kombinacije sevov, ki smo jih uporabili za preverjanje vpliva ComX na frekvenco 
izmenjave DNA 
Oznaka kombinacije Uporabljeni sevi 
A + B PS-216 ΔcotA + PS-216 ΔskfA 
C + D PS-216 ΔQ ML ΔcotA + PS-216 ΔQ ML ΔskfA 
C + D + ComX PS-216 ΔQ ML ΔcotA + PS-216 ΔQ ML ΔskfA + ComX 
A + D PS-216 ΔcotA + PS-216 ΔQ ML ΔskfA 
B + C PS-216 ΔskfA + PS-216 ΔQ ML ΔcotA 
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Slika 4: Rastne krivulje pri kombinacijah sevov za izmenjavo DNA. Uporabljeni sevi: PS-216 ΔcotA (A), PS-216 
ΔskfA (B), PS-216 ΔQ ML ΔcotA (C) in PS-216 ΔQ ML ΔskfA (D). Napake predstavljajo standardne napake. 
 
Na Sliki 4 so predstavljene rastne krivulje vseh uporabljenih kombinacij sevov. Kot je razvidno 
iz grafa (Slika 4), je hitrost rasti pri vseh kombinacijah precej podobna. Od povprečja nekoliko 
odstopa le kombinacija C + D z dodanim signalom ComX. Rastna krivulja te kokulture je v 
primerjavi z ostalimi zamaknjena v desno, kar pomeni, da je rast nekoliko počasnejša, vendar 
razlika ni statistično značilna. V Prilogi A rezultati kažejo, da se razmerje dveh sevov (1:1) v 


















A + B C + D C + D + ComX A + D B + C
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Slika 5: Graf prikazuje frekvence izmenjave DNA pri kombinacijah sevov po 8 urah gojenja v stresani kulturi. 
Uporabljeni sevi: PS-216 ΔcotA (A), PS-216 ΔskfA (B), PS-216 ΔQ ML ΔcotA (C) in PS-216 ΔQ ML ΔskfA (D). 
Za vrednosti napak smo uporabili standardne napake, vsaka kombinacija je bila narejena v treh bioloških 
ponovitvah. 
 
Po osmih urah inkubacije kokultur smo testirali frekvenco izmenjave DNA. Ugotovili smo, da 
ima kokultura C + D (brez signala), najnižjo frekvenco izmenjave DNA (Slika 5). Ostale 
kombinacije kažejo primerljivo frekvenco transformacije. V kokulturah sevov A + D in B + C 
je mutanti signal zagotovil divji sev; dodani signal ComX v kokulturo C+D pa je dvignil 
frekvenco izmenjave DNA.  
 
4.2 VPLIV OBLIKE RASTI NA TRANSFORMACIJO IN IZMENJAVO DNA 
Naslednje eksperimente smo naredili v minimalnem gojišču Msgg, saj to gojišče stimulira 
razvoj biofilma pri B. subtilis (Branda in sod., 2001), vendar pri merjenju izmenjave DNA v 
gojišču Msgg nismo zaznali transformant (priloga B). Poizkuse smo nato naredili v gojišču CM 


























Marin T. Regulacija kompetence za prenos DNA v biofilmih bakterije Bacillus subtilis. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
4.2.1 Vpliv oblike rasti na transformacijo seva PS-216 
Frekvenco transformacije in rastni krivulji smo spremljali pri sevu PS-216 comGA-yfp po 1, 2, 
3, 4, 5, 6, 16 in 24 urah rasti v gojišču CM. V statični kulturi smo pričakovali višjo frekvenco 
transformacije kot v stresani kulturi, kot so poročali Marks in sod. (2012) za Streptococcus 
pneumoniae.  
 
Slika 6 prikazuje potek frekvence transformacije in rastni krivulji za stresano in statično obliko 
rasti seva PS-216 comGA-yfp. Rast stresane kulture je hitrejša in celice dosežejo višje število 
CFU/ml, kot velja za statično kulturo. Frekvenca transformacije v stresani kulturi doseže 
najvišjo stopnjo že po 2 urah in celice ostanejo kompetentne do vključno 5. ure namnoževanja, 
nakar frekvenca transformacije začne upadati in je po 16 urah namnoževanja zanemarljiva. 
Statična kultura doseže najvišjo stopnjo transformacije po 3 urah rasti in nato začne upadati, a 
kljub temu ostaja višja kot pri planktonski kulturi v vseh kasnejših meritvenih točkah.  
 
 
Slika 6: Rastni krivulji (črte) in frekvence transformacij (stolpci) pri stresani in statični kulturi v različnih časovnih 
točkah. Za določanje stopnje transformacije smo uporabili sev PS-216 comGA-yfp in izolirano DNA iz seva PS-
216 amyE p43-cfp (Sp). Rastne krivulje v gojišču CM predstavljajo skupno število celic v 1 ml. Intervali zaupanja 


















































Stresana kultura Statična kultura Stresana kultura (CFU / ml) Statična kultura (CFU / ml)
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V preglednici v Prilogi C so predstavljena absolutna števila transformant za statično in stresano 
kulturo. Pri stresani kulturi je bilo absolutno število transformant bistveno višje kot v statični 
kulturi, čeprav je bila frekvenca transformacije nižja. Višje abolutno število transformant je tudi 
pričakovano, saj je v stresani kulturi višje tudi celokupno število celic.  
 
4.2.2 Frekvenca izmenjave DNA med sorodnimi in nesorodnimi sevi v statičnih in 
stresanih kokulturah ob različnih časih rasti 
Poleg frekvence transformacije v monokulturah, ki smo jim dodali DNA, nas je zanimala tudi 
frekvenca izmenjave DNA med sevi v kokulturi v stresanem in statičnem načinu namnoževanja, 
kjer DNA nismo dodajali, temveč je ta izhajala iz celic v kokulturi. Frekvenco izmenjave DNA 
smo merili s kokultivacijo dveh genetsko enakih sevov PS-216 ΔamyE p43-cfp (Sp) in PS-216 
ΔsacA p43-yfp (Cm), ki sta se razlikovala le v antibiotski odpornosti. Poleg tega smo preverjali 
tudi izmenjavo DNA med dvema genetsko nesorodnima sevoma (PS-196 ΔsacA p43-yfp (Cm) 
in PS-216 ΔamyE p43-cfp (Sp)). Glede na zgornje rezultate frekvence transformacije, prikazane 
na Sliki 6, smo v statični kulturi pričakovali višjo frekvenco izmenjave DNA kot v stresani. 
 
Vendar smo izmerili višjo frekvenco izmenjave DNA v stresani kokulturi dveh sorodnih sevov, 
in to po 2, 4 in 6 urah gojenja, po 24 urah pa sta bili frekvenci izmenjave DNA med stresano in 
statično kokulturo statistično podobni. Po 2 urah rasti je bila frekvenca izmenjave DNA med 
sorodnima sevoma izredno nizka (zanemarljiva). Sicer pa tako pri stresani kot statični kulturi 
opazimo podobno dinamiko, frekvenca izmenjave DNA s časom narašča (Slika 7A).  
 
Enako dinamiko naraščanja frekvence DNA s časom smo opazili tudi med nesorodnima sevoma 
v obeh načinih namnoževanja (Slika 7B), le da je bila ta višja v statični kulturi v primerjavi s 
stresano kulturo, kar je obratno kot v kokulturi visokosorodnih sevov. Po 4 in 6 urah je v statični 
kokulturi nesorodnih sevov frekvenca transformacije opazno višja kot v stresani kokulturi, po 
24 urah pa primerljivo med vsemi štirimi eksperimentalnimi variantami. 
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Slika 7: Frekvence izmenjave DNA v različnih časovnih točkah med (A) sorodnima (PS-216 amyE p43-cfp (Sp) in 
PS-216 sacA p43-yfp (Cm)) in (B) nesorodnima sevoma (PS-216 amyE p43-cfp (Sp) in PS-196 sacA p43-yfp (Cm)) 
v stresani in statični kokulturi. Intervali zaupanja so standardne napake, poskus je narejen v treh bioloških 
ponovitvah. 
 
Zanimala nas je tudi primerjava absolutnega števila transformant med sorodnima in 
nesorodnima sevoma v stresani oz. statični kulturi (Preglednica 5). Absolutno število 
transformiranih celic v stresani kulturi je pri kombinaciji dveh sorodnih sevov višje kot v 
kombinaciji dveh nesorodnih sevov in s časom raste, ne glede na to, ali so sevi sorodni ali 
nesorodini in ali kulturo stresamo oziroma je ne.  
 
Preglednica 5: Absolutno število transformant/ml v stresani in statični kokulturi sorodnih in nesorodnih sevov v 
različnih časovnih točkah. Absolutna števila so povprečja treh bioloških ponovitev, napake so standardne napake. 
 Kombinacija sevov 2 h 4 h 6 h 24 h 
Stresana 
kultura 
PS-216 + PS-216 3,7 * 10 ± 8,5 4,4 * 103 ± 1100 3,5 * 104 ± 2600 7,9 * 104 ± 
16000 
 PS-216 + PS-196 7,0 ± 1,1 2,7 * 10 ± 3,5 6,5 * 102 ± 35 4,7 * 104 ± 2900 
Statična 
kultura 
PS-216 + PS-216 1,3 ± 0,3 1,3 * 10 ± 2,4 8,9 * 102 ± 110 5,4 * 104 ± 7100 
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Čeprav je v začetnih urah rasti frekvenca izmenjave DNA neučinkovita, ta s časom narašča. 
Celice rastejo in predvidevamo, da se postopoma diferencirajo v kompetentne celice, saj delež 
transformant in absolutno število transformant s časom naraščata. Konstantno večanje števila 
transformant v času je lahko posledica nenehne diferenciacije celic v kompetentno fiziološko 
stanje, lahko pa gre za celice, ki so sprejele DNA od drugih celic ter si tako pridobile novo 
lastnost (odpornost na antibiotik) ter nato ponovno vstopile v fazo celične delitve in rasti. Z 
metodo selekcije transformant v kasnejših fazah rasti lahko tako precenimo frekvenco 
izmenjave DNA. 
 
4.2.3 Razmerje celic v kokulturah genetsko enakih in različnih sevov v statičnem in 
stresanem načinu namnoževanja 
Spremljali smo tudi sestavo kokulture oz. ohranjanje razmerja med uporabljenima sevoma v 
času. Začetno razmerje med sevoma je bilo 1 : 1, opazili pa smo, da se to razmerje v kokulturi 
sorodnih sevov ohranja tako v stresani (Slika 8A) kot v statični (Slika 8B) kulturi. V stresani 
kulturi celice rastejo hitreje in že po 6 urah vstopijo v stacionarno fazo rasti. V statični kulturi 
pa je hitrost rasti precej nižja, tudi gostota celic ni tako visoka kot v stresani kulturi, kar smo 
tudi pričakovali. Celokupno število celic smo merili do časovne točke 24 ur, ko statična kultura 
doseže celokupno število celic, ki je primerljivo s številom celic v stresani kulturi.  
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Slika 8: Število celic posameznega seva in rastni krivulji v različnih časovnih točkah v 1 ml stresane (A) in statične 
(B) kokulture dveh sorodnih sevov v gojišču CM. Uporabljena seva PS-216 sacA p43-yfp in PS-216 amyE p43-cfp 
smo ob inokulaciji zmešali v razmerju 1 : 1. Kot vrednosti napak smo uporabili standardne napake, poskus je bil 
narejen v treh bioloških ponovitvah. Za lažjo primerjavo sta najvišji vrednosti vertikalnih osi na grafih A in B 
enaki. 
 
V kokulturi nesorodnih sevov je razmerje med sevi nestabilnejše le v stresani kokulturi (Slika 
9). Zanimivo je, da opazimo izrazit upad PS-216 po 4 urah namnoževanja v stresani kokulturi, 
a ta hitro nadomesti izgubljeno število celic (Slika 9A). V stresani kokulturi je rast hitrejša, po 
6 urah je število celic najvišje, nato se zmanjša (Slika 9A). V statični kokulturi je razmerje po 2 
urah rasti še ohranjeno, nato pa se obrača v prid seva PS-216 amyE p43-cfp, ki stabilno 
prevladuje do končne meritve pri 24 urah (Slika 9B). Pri statični kulturi je celokupno število 
celic nižje kot v stresani kulturi, tudi rast je precej počasnejša. Najvišje število celic smo zaznali 
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Slika 9: Skupno število celic v 1 ml kulture v določenih časovnih točkah v stresani (A) in statični kulturi (B). 
Skupno število celic je seštevek števila celic dveh uporabljenih sevov PS-216 amyE p43-cfp in PS-196 sacA p43-
yfp, ki smo ju ob inokulaciji zmešali v razmerju 1 : 1. Za vrednost napake smo uporabili standardno napako, 
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5 RAZPRAVA 
5.1 ZAZNAVANJE KVORUMA IN TRANSFORMACIJA IN IZMENJAVA DNA 
Oslizlo in sod. (2014) so v svoji študiji raziskovali odvisnost signaliziranja in odgovora na signal 
v sistemu ComQXPA. Ugotovili so, da se mutanta odziva na signal močneje kot divji tip 
(Oslizlo in sod. 2014).  
 
V tej nalogi smo zato poleg kanamicinske mutante v študijo vključili še signalno mutanto, ki ne 
nosi markerske odpornosti na antibiotik, in ugotavljali, ali se mutanti različno odzivata na 
ComX. Odziv na ComX in s tem zaznavanje kvoruma smo vrednotili prek frekvence 
transformacije oziroma preko izmenjave DNA med sevi v kokulturi. Odziv obeh mutant na 
ComX je bil različen in kanamicinska mutanta se je odzvala močneje kot ML-mutanta, ki je 
imela primerljivo frekvenco transformacije kot divji tip. Prav tako smo pri signalni mutanti brez 
markerske odpornosti opazili, da je frekvenca izmenjave DNA ob dodanem signalu ComX 
podobna frekvenci izmenjave DNA pri divjem tipu. Naši rezultati so v skladu z rezultati Bareia 
in sod. (2018), ki so z merjenjem nivoja RNA ugotovili, da ima kanamicinska kaseta polarni 
učinek. Nadaljnje raziskave bodo pokazale, ali je to edina razlaga za opaženo razliko v fenotipu 
obeh mutant. 
 
5.2 VPLIV NAČINA NAMNOŽEVANJA NA TRANSFORMACIJO IN IZMENJAVO 
DNA 
Čeprav bakterije običajno proučujemo v stresanih kulturah je biofilm, ki nastane ob statičnem 
namnoževanju primarna oblika rasti bakterij. V biofilmu so celice blizu skupaj in obdane z 
matriksom, ki vsebuje zunajcelično DNA (Dogša in sod., 2014a, Flemming in sod., 2016). Seve 
B. subtilis smo gojili v gojišču CM, ki promovira razvoj kompetence. Sprva smo nameravali 
uporabiti minimalno gojišče Msgg, ki vzpodbuja razvoj biofilma (Branda in sod., 2001), kjer 
nam je transformacija sicer uspela, pri izmenjavi DNA pa nismo dobili nobene transformante. 
V nadaljevanju smo zato uporabili gojišče CM, v katerem nam je uspelo vzgojiti biofilm, vendar 
je bil ta v primerjavi z biofilmom v gojišču Msgg precej tanjši in dosti manj robusten. 
 
Prevladuje mnenje, da je izmenjava DNA med celicami učinkovitejša v biofilmu (Fleming, 
2016), vendar naši rezultati niso povsem v skladu s to trditvijo. Frekvenca transformacije pri 
bakteriji B. subtilis je resda nekoliko višja v statičnem načinu namnoževanja kot v stresani 
kulturi, a so razlike v okviru enega logaritma. To je drugače, kot so poročali Marks in sod. 
(2012) za bakterijo Streptococcus pneumoniae, kjer je bila stopnja transformacije v biofilmu 
neprimerljivo višja (107-krat) kot v planktonski kulturi.  
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Pri sevu PS-216, ki smo ga v tej nalogi uporabili kot modelni organizem, je bila najvišja 
frekvenca transformacije že po 2 (stresana kultura) oziroma 3 urah (statična kultura) 
namnoževanja. To je drugače kot pri sevu 168, ki se rutinsko uporablja za študij kompetence za 
transformacijo in kjer je maksimalna frekvenca transformacije med 5. in 6. uro rasti v stresani 
kulturi. Vzrok za to bi iskali v lastnostih, ki so vezane na sev (so sevno specifične). 
 
Pri meritvah izmenjave DNA v kokulturi dveh izogenih sevov pa smo izmerili višjo izmenjavo 
DNA v stresani kulturi v primerjavi s statično. Razlika se je s časom gojenja manjšala in po 24 
urah rasti sta bili frekvenci izmenjave v stresani in statični kulturi statistično podobni.  
 
Izmenjava DNA med nesorodnima sevoma PS-196 in PS-216, ki na stiku med rojema tvorita 
mejno linijo (Štefanič in sod., 2015), kjer so opazili antagonistične interakcije (Butolen, 2018). 
Izmenjava DNA je bila med dvema nesorodnima sevoma višja pri statičnem načinu 
namnoževanja, s časom je naraščala in se po 24 urah izenačila s stopnjo izmenjave pri stresanih 
kulturah. Oba seva sta med rojenjem na poltrdem gojišču kompetitivna in PS-216 je agresivnejši 
(Butolen, 2018). Razmerje med nesorodnima sevoma je bilo nestabilno tudi v gojišču CM. Še 
posebej je bila prevlada PS-216 opazna v statičnem načinu namnoževanja. PS-216 je bil kljub 
zastoju v rasti po 4 urah namnoževanja, sposoben doseči nivo drugega seva (PS-196) tudi v 
stresani kulturi. Ta dinamika prevlade enega seva kaže na kompeticijo med sevi. 
 
Znanje o vplivu načina rasti (stresana oz. statična kultura) na frekvenco transformacije in 
izmenjave DNA je zelo pomanjlkjivo. Prav tako zelo malo vemo o frekvenci izmenjave med 
različnimi sevi. Kot je bilo že omenjeno, je večina raziskav kompetence opravljena v stresanih 
kulturah (Dubnau, 1991b) in pri nekaterih sevih B. subtilis (Miras in Dubnau, 2016). Primarno 
B. subtilis raste v obliki biofilma in s to nalogo smo preverili vpliv oblike rasti na frekvenco 
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6 SKLEPI 
Na podlagi rezultatov lahko sklenemo naslednje: 
- Frekvenca transformacije signalne mutante brez markerja je ob dodatku ComX podobna 
frekvenci transformacije divjega tipa. Frekvenca transformacije signalne mutante z 
vstavljeno odpornostjo na kanamicin je ob dodatku ComX statistično višja kot frekvenca 
transformacije divjega tipa.  
 
- Frekvenca izmenjave DNA v kokulturi signalnih mutant brez markerja je ob dodatku 
signala ComX oz. v prisotnosti divjega tipa enaka frekvenci izmenjave DNA pri divjem 
tipu. 
 
- Frekvenca transformacije je v statični kulturi višja kot v stresani. 
 
- Frekvenca izmenjave DNA sorodnih sevov je v stresani kokulturi višja kot v statični. V 
kasnejših fazah rasti (24 ur) se frekvenca izmenjave DNA izenači pri obeh načinih 
namnoževanja. 
 
- Frekvenca izmenjave DNA nesorodnih sevov je ob času 4 in 6 ur višja v statični kulturi 
kot v stresani kokulturi. 
 
- Frekvenca izmenjave DNA v stresani kulturi je višja med sorodnima sevoma kot 
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7 POVZETEK 
Zaznavanje kvoruma je v bakterijskem svetu zelo razširjeno in koordinira sintezo javnih dobrin 
v odvisnosti od gostote celic na nivoju populacije (Dogša in sod., 2014a). Takšen način 
uravnavanja sinteze javnih dobrin daje bakterijskim celicam prednost, saj se dobrine začnejo 
sintetizirati, ko je v populaciji dovolj celic za optimalno korist (Schluter in sod., 2016). Bakterija 
B. subtilis uporablja za zaznavanje kvoruma sistem ComQXPA, ki je odgovoren, da celice 
začnejo sintetizirati surfaktin in postanejo kompetentne (Dubnau, 1991a, 1991b; Lopez in 
Kolter, 2010). Kompetentne celice so naravno transformabilne, sposobne so privzema 
zunajcelične DNA (Hamoen in sod., 2003). Prek sistema ComQXPA in sinteze surfaktina pa je 
regulirana tudi proizvodnja zunajceličnega matriksa, ki je osnova za izgradnjo biofilma (Lopez 
in sod., 2009b; Vlamakis in sod., 2013). 
 
V tem magistrskem delu nas je zanimalo, kakšna je razlika v odzivu na dodani signal pri 
mutantah, ki ne proizvajajo lastnega signala. Za to smo uporabili dve različni signalni mutanti: 
mutanto z vstavljeno odpornostjo na kanamicin in mutanto brez markerja, ki smo ju primerjali 
z odzivom pri divjem tipu. Naši rezultati so pokazali, da se mutanta brez markerja na signal 
odzove podobno kot divji tip, kanamicinska mutanta pa je na signal hiperobčutljiva. Odziv 
kanamicinske mutante je močno povečan v primerjavi z divjim tipom, verjetno je za to 
odgovoren polarni učinek kanamicinske kasete na izražanje genov, ki ležijo vzdolžno 
(downstream).  
 
Poleg tega nas je zanimala frekvenca izmenjave DNA med signalno mutanto (brez markerja) in 
divjim tipom. V kokulturi dveh signalnih mutant brez dodanega signala smo zaznali precej nižjo 
frekvenco izmenjave DNA v primerjavi z divjim tipom. V kokulturi signalne mutante in divjega 
tipa je bila frekvenca izmenjave podobna frekvenci pri divjem tipu, kar je bilo pričakovano.  
 
Osredotočili smo se tudi na razlike v frekvenci transformacije pri izmenjavi DNA v statični in 
stresani kulturi. Frekvenca izmenjave DNA sorodnih sevov je bila v stresani kulturi višja kot v 
statični. V kasnejših fazah rasti (24 ur) se je frekvenca izmenjave DNA izenačila pri obeh 
načinih namnoževanja. Frekvenca izmenjave DNA nesorodnih sevov je bila ob času 4 in 6 ur 
bila višja v statični kulturi kot v stresani kokulturi. Frekvenca izmenjave DNA v stresani kulturi 
je bila na splošno višja med sorodnima sevoma kot nesorodnima, razen po 24 urah rasti, ko se 
izenači. Začetno razmerje obeh sevov v kokulturi je bilo 1:1. To je bilo sorazmerno stabilno v 
kokulturi sorodnih sevov, v kokulturi nesorodnih sevov pa manj stabilno. Še posebej je bil 
izrazit trend naraščanja frekvence enega od dveh sevov (PS-216) v statičnem načinu 
namnoževanja, kar bi lahko imelo vpliv tudi na končno število transformant, a bo za končne 
sklepe treba izvesti nadaljnje raziskave.  
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Sestava kokultur po 8 urah gojenja s stresanjem. 
 
Uporabljeni sevi: PS-216 ΔcotA (A), PS-216 ΔskfA (B), PS-216 ΔQ ML ΔcotA (C) in PS-216 
ΔQ ML ΔskfA (D). Seva A in C sta odporna na antibiotik kloramfenikol, B in D pa sta odporna 
na spektinomicin. Za določitev razmerja med sevoma v kombinaciji smo vsako izmed kokultur 
nanesli na agarsko gojišče s posameznim antibiotikom. Vsaka kombinacija je narejena v treh 




Na grafu je prikazano razmerje sevov v posamezni kokulturi. Kokulture smo gojili 8 ur s 
stresanjem. Ob inokulaciji smo seva v posamezni kokulturi zmešali v razmerju 1 : 1. Kot je 
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Potek frekvence transformaicje in rastni krivulji 
 
Frekvence transformacije in krivulji rasti seva PS-216 comGA-yfp v stresani in statični kulturi 
v gojišču Msgg. Uporabljena DNA je iz seva PS-216 ΔamyE p43-cfp (Sp). Vrednosti napak so 




Graf prikazuje frekvence transformacije seva PS-216 comGA-yfp v stresani in statični kulturi v 
gojišču Msgg. Kot je razvidno iz grafa, je frekvenca transformacije v statični kulturi višja po 1, 
2, 4 in 6 urah gojenja. Po 16 urah gojenja je frekvenca višja v stresani kulturi, po 3, 5 in 24 urah 
gojenja sta frekvenci transformacije v stresani in statični kulturi podobni. Po 1 h rasti v stresani 
kulturi nismo opazili nobene transformirane celice. Ko smo preverjali frekvenco izmenjave 
DNA med sevoma PS-216 ΔsacA p43-yfp (Cm) in PS-216 ΔamyE p43-cfp (Sp) v stresani in 
statični kulturi v gojišču Msgg, nismo dobili nobene transformirane celice, v nobeni izmed 
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Absolutno število transformant 
 
Absolutno število transformant / ml pri različnih časovnih točkah v stresani in statični kulturi. 
Absolutna števila transformant so povprečja treh bioloških ponovitev, napake predstavljajo 
standardne napake. 
 
Čas gojenja 1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h 
Stresana 
kultura 1,5 ± 1,0 
1,7 * 102 ± 
3,5 
2,4 * 102 ± 
9,5 
6,6 * 102 ± 
140 
6,4 * 102 ± 
38  
1,7 * 102 ± 
5,0 1,1 ± 0,7 
Statična 
kultura 0,4 ± 0,4 0,4 ± 0,4 
5,4 * 10 ± 
4,4 
1,9 * 10 ± 
2,5 
1,9 * 10 ± 
2,7 
1,4 * 10 ± 
3,1 
4,1 * 10 ± 
4,7 
 
